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鉄砲ユリ葉肉プロトプラストからの植物体再生
(第2報)分裂条件の検討
谷本静史@石岡奈穂子*
(遺伝子工学研究室)
平成6年1月1日受理
Plant Regeneration from Mesophyll Protoplasts in Lilium loη:giflorum 
I. Conditions for Division 
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Summary 
Conditions for division of mesophyl1 pr前 oplastsin Lilium long択orumwere examined. N ew 
culture method， 2-layεr agarose cultur・巴， was developed， and cel1s could be divided 巴venat low 
rate. Cel1 density at 105/ml was adequate for viability of protoplast. Lowering of medium pH 
seemed to be suppressible for cel1 division. Application of 2-(N -morpholino) ethanesulfonic acid 
to medium for suppression of pH lowering， was eff巴ctivεfordivision. Cel1 division was attained 
to 6% by osmolarity at 0.35 osmol/kg and addition of 2， 4-dichlorophenoxyacetic acid. Dilution 
of nitrogεn in culture medium was most effective， and about 10% of cells could be divided and 
proliferated to 10-c巴1stage. 
Key words: Lilium longiflorum， mesophyl1 protoplast， protoplast division， colony formation. 
鯖雲
高等植物のプロトプラストを細胞融合や遺伝子導入等の自的で取り扱うためには，プロトプ
ラストの単離条件，コロニーにまで増殖させる分裂誘導条件，そしてコロニーからの植物体再
生条件の三つの条件が確立される必要がある.
我々は，細胞融合によるユリの新品種の作出を最終目的として研究を行っており，材料とし
て鉄砲ユリの葉肉プロトプラストを用いている.すでに前報川こおいて，生物活性の高いプロト
プラストの単離条件と培養条件については報告している.すなわち，材料植物体の前処理や，
葉の生理的状態の影響，酵素処理時の種々の条件，培地成分の検討等により，単離した葉肉プ
ロトプラストを 3週間以上生存させることに成功している 1)
さらに，鉄砲ユリの培養細胞からの植物体再生についても，不定芽分化に有効なホルモン組
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成や，分化{足進処理について報告している幻
従つて残された間題点は，単離した葉肉プロトプラストを分裂させコロニーにまで増殖させ
る条件を見いだすことである.本報ではこのような観点から鉄砲ユリの案内プロトプラストの
分裂条件について検討した結果を報告する.
材料及び方法
1.プロトプラストの単離
材料としては，当研究室で維持している無菌@無ウイルス球根を用いた3) この球根を Mura-
shigeとSkoog4)の無機塩類組成とビタミン類(以下MS培地と略す)， O.l，uMのナブタレン酢
酸 (NAA)，4 %ショ糖， O. 3%Gelrite (Merck)を含む培地で培養した.この球根の鱗片上端
から伸長してくるロゼ、ツト葉を材料とした.
前報の結果川こづき，この材料を 40Cの低温で暗黒下に24時間置いた後に酵素処理を行った.
長さ 3cm未満の葉を選別し，メスを用いてi嬬1mmに細断した@この葉片 1gを100mQの三角フラ
スコに入れ，10mQの酵素搭液を加えた後， 300Cで45rpmの往復振謹を3.5時間行った.使用した
酵素は， O. 5%macerozyme R-10 (近畿ヤクルト)と 1%cellulase R--10 (近畿ヤクルト)であ
り，また酵素は MS培地に滞解して使用した.欝素溶液の浸透圧はグ、ルコースを添加すること
により0.4osmol/kgに調節した.
酵素処理後，酵素液そ100畑のナイロンメッシュで瀦過して組織残澄を除去し，その漉液を
80X gで3分間遠心した.上清を捨て， 9%グルコースを含な MS培地を加えて 3回洗浄・遠
心を繰り返した.その後プロトプラスト液を20%ショ糖溶液上に重層し， 100x gで5分間遠心
して組織残穫を除き，プロトプラストを精製した.
2.プロトプラストの培聾
基本培地としては MS培地を用い，これに 3%ショ糖， 10μMのNAA，10μMのベンジルア
デニン (BA)を加えた.さらに蔀報1)の結果に従い， 1μMのセリン， 10μMのプロリン，プト
レツシン及びスペルミジン， 100μMのグルタミンとスペノレミン，各々100mg/Qのガラクトー
ス，アラビノース，フラクトース，マンノース及びキシロースを添加した.浸透圧はグルコー
スにより調節したが，特に検討した場合を掠いてo.3 osmol/kgとした.
培養法としては multiple-drop-array(MDA)法5)，plate法ヘ及び我々が開発したこ麿培養
法を用いた.培地図化剤としては Merck社の Gelrite，agarはDifco社の Bactoagar， agarose 
は，低融点agaroseである Sigma社のtypeVlI agaroseのいず、れかを用いた.
生存率の判定は細胞を0.2%fluoresceindiacetateで染色し，蛍光顕微鏡で観察することに
よってf子った.
結果及び考察
1 .培養i去の検討
前報1)では， agaroseを用いた MDA法でプロトプラストを培養したが，この方法ではプロト
プラストは生存するものの，分裂させることはできなかった.その理由が培養法あるいは培地
問化剤にあるのではないかと考え，この点について， MDA法と plate法での影響について9
0.3%のGelrite，0.8%のagar，0.4%のagaroseを用いて調べた.
谷本・石河:鉄砲ユリ葉肉プロトプラストからの横物体再生(第2報)分裂条件の検討 35 
Table 1に示すように， Gelriteを用いると培
養3週間後のプロトプラストの生存率は著しく
高くなった.しかしながら， Gelriteで培養した
プロトプラストはきわめて細い糸状に伸長する
傾向にあり，到底分裂に至らせることは不可能
であると判断された.MDA法と plate法のい
ずれにおいても， agarとagaroseを比較する
と， agarでは生存率は低く， agar中には成育組
をもたらすような不純物が含まれているもの
と忠われた.それに対して， agaroseを培地問化
剤に用いた場合，生存率はかなり高い値を示し
た.agaroseの使用がプロトプラストの分裂率
を向上させることはタバコやヒヨスのプロトプ
ラストで報告されている7) また， MDA法と
plate法で比較すると， plate法の方がより生存
率は高くなる傾向であった.以上の結果から，
今後培地国化剤としては agaroseを，培養法と
しては plate法を用いて検討を続けることとし
た.
Table 1 Effects of culture methods and gel-
ling agents on viability of protoplasts. 
Culture Gelling Viability 
method agent (%) 
MDA method Gelrite 82 
Agar 15 
Agarose 68 
Plate method Gelrite 84 
Agar 22 
Agarose 76 
Material plants were pr日一treatedfor 24 hr with 
dark conditions at temperatu向。f40C. The 
leaf segments from und巴r30mm length leaves 
W己reincubat巴dfor 3.5 hr with MS medium 
(osmolarity was at 0.4 osmol/kg) containing 0‘ 
5% macerozyme and 1% cellulase. The proto-
plasts were cultured for 3 weeks on the MS 
medium containing 3% sucrose， 4.5% glucose， 
1JLM of serin己， 10μMof proline， putr巴scineand 
spermidine， 100μM of glutamine， asparagine 
and sp巴rmine， 100mg/ _e of garactosε， 
arabinose， fractose， mannose and xylose (os-
molarity was at 0.3 osmol/kg). 
次に， plate法における agarose濃度の影響について調べた.その結果(Fig.1)， 0.2及び0.4%
のagaroseを用いると生存率の低下が起こらないことが判明した.この条件では，培養3週間
後でも70%以上のプロトプラストが生存していた.シャーレの底部に位置するプロトプラスト
から死滅する領向があった.このことは，おそらくプロトプラストへの酸素供給に問題がある
ものと思われた.シャーレに入れる培地量を減らせば酸素供給には問題はないが，培地量が少
ないと乾燥等の問題が生じることが予想された.そこで，シャーレにまず0.4%agaroseを含む
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Fig. 1 Effects of agarose concentrations on 
viability of protoplasts. Isolation and 
culture conditions were same as Table 1 
Plate method was used as protoplast 
culture， and 0.1 (ム)，0.2(8)，0.4 (0)， or
0.6% (，A) of agarose was used as gelling 
agent. 
培地を入れて固化し，その上にプロトプラスト
を0_2%agarose培地で固定化する二騎培養法
を開発した.この方法では(Table2)，プロトプ
ラストの生存率は85%に達し，ごく低率である
が分裂が認められた.
2.プロトプラスト密農の影響
二層培養法を用いて，プロトプラストの培養
密度の影響について再検討した.Table 3に示
Table 2 Effect of culture method on viability 
and division of protoplasts. 
Culture method Viability(%) Divおion(%)
MDA method 68 0 
Plate method 76 0 
2-layer method 85 0.6 
Isolation and cultur巴 conditionswere same as 
Table 1. 
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Table 3 Effect of cel density on viability 6 
and division of protoplasts 
Cell d日nsity Viability Division 
(X10'/mQ) (%) (%) 
1 62 。
3 82 。
10 94 0.8 
30 48 。
Protoplast culture was carried out by 2-1ayer 
culture. Other isolation and culture conditions 
were same as Table 1. 
すように，培地 1m.eあたり105の密度で培養した
場合に生存率が最も高くなり，分裂もこの密度
でのみ起こった.そこで，今後は105/m.eの培養密
度とすることとした.
3 .培地の pHの影響
24 
玉3
。 I 1 234 
Culture period (we鍬s)
Fig. 2 Changes in the pII in medium during 
protoplast culture. Isolation and culture 
conditions were sam巴asTable 1. Two 
layer method was usεd as protoplast 
culture. B; indicates pH before autoclav. 
ing， A; indicates aftεr autoclaving. 
agaroseを用いたこ層培養法によりプロトプラストを分裂させることができたが，分裂率は
1%未満であり，またその分裂は2細胞期で停止した.この結果は，培養期間中に何らかの分
裂姐害要閣が出現してくることを意味しているものと考えられた.そこでまず，培地の pH変化
を経時的に調べてみた.培地作成時には pHは5.7に調整しているが，オートクレーブ滅菌に
よって pHは5.0となり，さらに培養4週間目には pH4.0にまで低下することが明らかとなっ
た (Fig.2). このような酸性の培地pHは細胞の生存や分裂に対してきわめて盟害的であると
考えられる.
そこで，培地作成時の pHを変化させてプロトプラストの生存や分裂に与える影響について
検討した.その結果 (Table4)，培地作成時に pH6.7に調整した培地を用いた場合に，分裂率
は5.4%となった.
4. MεSの影響
培地pHの調整によって分裂率は高くなったが，コロニー形成にまでは歪らなかった.培養中
に生じる pHの低下がさらなる分裂を抑制している可能性が考えられたので，培養中の pH低
Table 4 Effect of pH in m巴diumon viability and division of protoplasts. 
pH in m吋mm Division (%) 
B日fore After 
Viability 
(%) 2 cells 3 cells~ 
autoclaving autoclaving 
5.2 4.9 70 。 。
5.7 5.2 92 0.8 。
6.2 5.6 92 0.9 。
6.7 6.0 94 5.4 0.1 
7.0 6.4 88 。 。
Protoplast culture was carried out by 2-1ayer cultur巴 andprotoplast 
density was 105/mQ. Other isolation and culture conditions w巴resame as 
TabJe 1 
6 
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Fig.3 Effect of 2-(N-morpholino) eth勾
anesulfonic acid (MES) on pH in 
medium噌 Isolationand culture condi 
tions were same as Table 1. Two-layer 
method was used as protoplast culture 
Various concentrations of MES w芭re
added to the medium. 0; 20 mM， .;10 
mM，ム;5 mM， .A; 0 mM. 
下を抑える方法について検討した.pHの
変化を抑え，なおかつ細胞にダメージを与
えないような緩衝剤として， 2-(N-mor-
pholino) ethanesulfonic acid (MES)があ
る.そこでこの MESを培地に添加して
pHの変化を調べたところ， pHの低下は10
mM以上のお1ESの添加によってかなり抑
えられることがわかった (Fig.3). また，
10mMのMESの添加はプロトプラストの
分裂を促進し，0.5%の細胞が3細胞以上に
分裂した (Fig.4). 
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Fig. 4 Effect of 2-(N -morpholino) eth】
anesulfonic acid (MES) on division of 
protoplasts. Isolation and culture condi-
tions wer巴sameas Table 1. Two-layer 
method was used as protoplast culture. 
After 3 w巴告ksof culture， divided cells 
were counted. .; 2 cells， 0; mor巴than
3 cels. 
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Fig. 5 Effect of osmolarity on diameter and 
division of protoplasts. Isolation and cul-
ture conditions were same as Table 1. 
Two-lay巴rmethod was used as protoplast 
culture. After 3 we巴ksof culture， divided 
cells (.) and diameter of cells (0) were 
measured 
5 .細胞肥大化抑制と細飽分裂
培養中のプロトプラストを経時的に観察
すると，分裂は培養1週間自には終了し，
それ以降細胞は肥大化して分裂が起こらな
くなることが明らかとなった.このことから，細胞の肥大化を抑制すれば分裂が促進される可
能性が示唆された.細胞賠大化に最も影響すると考えられる浸透圧について検討した.従来培
地の浸透庄は0.3osmol/kgとしていたが，これを0.25から0.4osmol/kgまで変化させてプロト
プラストを培養した.その結果(Fig.5)，浸透圧を0.35osmol/kg以上にすることによって細胞
肥大化は抑制され，細胞分裂も促進されることが判明した.そこで，これ以降はo. 35osmol/kg 
の浸透圧で培養を行うこととした.
この時植物ホルモンとしては10μMのNAAとBAを添加していたが，植物ホルモンの種類
についても再検討した.Table 5に示すように， NAAの代りにし 4 ジクロロブエノキシ酢酸
( 2， 4 -D)を用いることによって，細胞肥大化の抑制と細胞分裂の促進がみられた.
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Table 5 Effect of auxin on viability， diameter and division of protoplasts. 
Auxin 。iameter Viability Division (%) 
concentrationa) (μM) (μm) (%) 2 cells 3 cells~ 
NAA 。 129 78 1.3 。
102 82 1.7 。
10 83 88 3.2 0.1 
30 75 80 1.9 0.1 
2，4-D 0.1 91 91 6.0 0.9 
86 86 3.5 0.2 
10 86 86 3.2 。
Protoplast culture was carried out by 2-1ayer culture and protoplast 
density was 105/宜12.Oth巴risolation and culture conditions were same as 
Table 1. 
a)Benzyladensine (10μM) was simultan巴ouslyadded to the m巴dium
6 .細胞分裂に対する培地の盛紫濃度。っ影響
以上の検討の結果，分裂率は 6%にまで向上した.しかしながら， 3細胞以上にまで分裂す
る細砲は 1%以下でありコロニー形成には至らなかった (Table5). 
細胞の分裂や分化において，培地中の窒素濃度を減少させることがトレニアの不定芽分化ヘ
パラの不定芽分化9)あるいはアサガオの花芽形成10)等を促進することが報告されている.これ
は，培養物の窒素代謝系が抑制されているために，硝酸やアンモニア等の窒素掠からアミノ酸
への経路が滞っていることを意味している.従って，トレニアの不定芽分化8)や鉄砲ユリのプロ
トプラスト培養1)においてグルタミンの添加が有効である理由もこの点にある.だとすれば，培
地中の窒素濃度はより低い方が好ましいとも考えられる.そこで， MS培地を構成する NH4
N03とKN03の濃度を減少させてその効果について調べた.結果を Table6に示すが，謹言者源
の減少によって分裂が促進されることが判明した.最も有効な窒素濃度は MS培地の1/5であ
り，この時の分裂率は約10%に達した.さらにこの条件では細胞は10細胞程度まで増殖した
(Fig. 6). 
本研究によって鉄砲ユリの葉肉プロトプラス
トの単離・培養・分裂条件を確立することがで
きた.分裂は10細胞段階までは進行するので，
今後さらに増殖し得る条件について検討すると
共に，細胞融合による新品種作出を行う予定で
ある.
摘 要
鉄砲ユリの葉肉プロトプラストの分裂条件に
ついて検討した.培養方法として agaroseを用
いたこ層培養法を開発し，これによって培養し
たところ低家ながら分裂を誘導することができ
た.培養密度は 1mQの培地当り 105が最適であっ
Table 6 Effect of dilution of nitrogen in culω 
ture medium on division of proto-
plasts. 
Nitrogen Division (%) 
concentration (mM) 2 cells 3 cells~ 。 7.6 0.1 
6 9.0 0.2 
12 9.8 2.1 
24 9.2 1.2 
36 8.6 0.8 
48 7圃6 1.0 
60a) 6.1 0.9 
Protoplast culture was carried out by 2-layer 
cultur巴， 0.1μMof 2， 4-D and 10μM of BA was 
added to the medium， protoplast density was 
105/mi? Oth巴risolation and cultur邑conditions
were same as Table 1. 
a)Control MS medium contained 60 mM nitro-
た.培養中のpH低下が分裂を抑制していると gen. 
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Fig. 6 Division of protoplasts. Isolation and culture conditions wεre same as Table 1. Two-
layer method was used as protoplast culture. A; isolated protoplasts， B; divided cel in 
day 5， C;3 cells in day 6， D; 10 cells in day 7. Bars=20μm. 
考え，培地に 2-(N -morpholino) ethanesulfonic acidを添加して pH低下を抑えることによ
り，分裂を促進することができた.さらに浸透圧を0.35osmol/kgとし，培地のオーキシンを
2， 4-ジクロロブエノキシ酢酸とすることによって分裂率は 6%にまで向上した.培地の窒素
源を減少することが最も有効でありヲ分裂率は10%となり， 10細胞段階まで増殖した.
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